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PURIFICATION D'ADN PLASMIDIOUE DE OTTALITE PHARMACEUTIOUE 

La presente invention concerne un nouveau proc6de pour la purification 
d'ADN. Le proc&te selon 1'invention permet de purifier rapidement de 1'ADN double 
brin utilisable pharmacologiquement. Plus particulierement, le proc&te de purification 
5 selon 1'invention ne fait intervenir que de la diafiltration et des chromatographies. 

Les techniques de therapie genique et cellulaire connaissent actuellement un 
developpement extraordinaire. Neanmoins, ces techniques impliquent la possibilite de 
produire des quantity importantes d'ADN de purete pharmacologique, en particulier 
d'ADN plasmidique. En effet dans ces nouvelles therapies, le medicament est souvent 
10 constitue par 1'ADN lui-meme, et il est essentiel de pouvoir le fabriquer dans des 
quantites adapt6es, l'isoler et le purifier de maniere appropriee a un usage 
therapeutique chez l'homme, notamment par voie intraveineuse. 

Ces problemes de quantites et de puret6 n'ont pas 6t6 pris en compte dans les 
methodes classiques d'isolement de 1'ADN. De ce fait les methodes utilisees en 

15 laboratoire ne sont pas transposables dans le domaine de Tindustrie pharmaceutique 
pour purifier de TADN plasmidique. Deux de ces methodes sont les plus utilisees et 
sont celles qui donnent les meilleurs resultats. EUes consistent a partir d'un lysat 
bacterien brut et a Tenrichir en ADN plasmidique en eliminant un maximum de 
contaminants. En particulier le lysozyme du blanc d'oeuf est utilise pour casser la paroi 

20 bacterienne puis le lysat est centrifuge pour eliminer les debris cellulaires. Le 
surnageant est ensuite soumis a Taction d ! une Rnase pancreatique d'origine animale qui 
permet d'eliminer TARN, qui represente k ce moment environ 75% des acides 
nucleiques presents. 

Les proteines sont alors precipitees par un melange phenol/ 
25 cMoroforme/isoamyl-alcool. Le surnageant obtenu apres centrifugation est debarass6 
des proteines et de TARN mais contient encore de grandes quantites d'ADN 
chromosomique qui doit etre elimine lors d*une etape supplementaire. Cette etape 
consiste en une ultracentrifugation en presence de Bromure dTEthidium et de Chlorure 
de Cesium. Les trois types d'acides nucleiques que sont 1'ADN chromosomique, 1'ADN 
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plasmidique et TARN ont une plus ou moins grande capacite a fixer le bromure 
d'&hidium. De ce fait ils se s6parent en trois phases distinctes lors d'une 
ultracentrifugation sur gradient de chlorure de cesium. 

Une variante de ce protocole consiste a faire suivre Taction de la Rnase 
5 pancreatique par une reduction en presence d*un detergent alcalin,suivie par une 
extraction au phenol/ chloroforme. L'ADN est alors precipite par de l'ethanol, remis en 
suspension et repr6cipit6 au polyethylene glycol. 

Ces deux methodes qui permettent d'obtenir une solution d'ADN plasmidique 
sont cependant inutilisables pour la production industrielle d'un produit de purete 

10 pharmaceutique. En effet Tutilisation d'enzymes d'origine animale pose probldme. Ainsi 
le lysozyme et la Rnase pancreatique, du fait de leur origine, risquent d'introduire une 
contamination virale dans le produit final. De plus, les solvants organiques sont 
extremement toxiques et doivent etre elimin6s si Ton veut pouvoir utiliser le produit 
comme medicament. Ces solvant induisent egalement une augmentation considerable 

15 des couts,liee notamment a leur stockage, leur utilisation dans des conditions de 
s6curit6 maximales et l'elimination des d6chets toxiques qu'ils imposent , et aussi en 
raison de la difficulty rencontr^e pour reussir a valider l'elimination complete de tels 
produits de la solution finale. Le bromure d'ethidium est quand a lui tellement toxique, 
mutagene et teratogene que sa presence meme sous forme de traces ne peut 6tre 

20 toleree dans un produit a destination pharmaceutique. Utilisation de solvants, de 
reactifs toxiques, de meme que d'enzymes d'origine animale est incompatible avec un 
proc£d6 industriel repondant aux Bonnes Pratiques de Fabrication. 

La presente invention decrit un nouveau proc6de simple et particulierement 
efficace pour la purification d'ADN. Le procede decrit dans la presente demande 

25 permet la production en grande quantite d'un ADN de tr6s grande puret6. D*une 
maniere particulierement avantageuse le proc&le decrit dans la presente demande 
permet d'eviter l'emploi de solvants organiques toxiques et d'enzymes d'origine 
animale. II permet 6galement de s'aflranchir de centrifugations nombreuses et 
fastidieuses difficiles a extrapoler et de faible rendement en raison notamment d'etapes 

30 de precipitation au PEG, k Tacetate d'ammonium ou au CaC12. Le precede selon 
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invention permet 6galement d'obtenir de grandes quantity d'ADN (100 mg, lg, 10 g 
ou plus) en un seul lot, sans difficult^ technique particuliere. En outre le proc&te selon 
Tinvention fait appel a des m&hodes compatibles avec les Bonnes Pratiques de 
Fabrication et permet d'obtenir un ADN de qualite pharmaceutique. 

5 Un premier objet de Tinvention concerne un proc&ie pour la purification 

d'ADN double-brin permettant d'obtenir tres rapidement de grandes quantit6s d'ADN 
plasmidique de puret6 pharmaceutique, faisant intervenir une &ape de 
chromatographie sur colonne hydroxyapatite sous forme ceramique. L'hydroxyapatite 
sous forme cristalline etait deja connue mais, du fait de sa fragilite, d'un emploi difficile 

10 et limits. La forme c6ramique est beaucoup plus resistante autant sur un plan physique 
que sur un plan chimique. 

D'une maniere preferte, le proc6de de Tinvention comprend deux 6tapes de 
chromatographie, Tune au moins etant une chromatographie sur hydroxyapatite. 

Avantageusement, la deuxieme chromatographie est une chromatographie 
15 d'affinitS ou d'echange d'ions. Les deux chromatographies peuvent etre faites dans un 
ordre indifferent 

Selon un mode de realisation particulierement preferee, le proc6de selon 
Tinvention comprend une etape de chromatographie sur colonne hydroxyapatite et une 
etape de chromatographie d'affinite Triple-Helice. La chromatographie d'affinit6 
20 Triple-Helice est basee sur Utilisation d'un support sur lequel est couple de maniere 
covalente un oligonucleotide capable de former par hybridation une triple h61ice avec 
une sequence specifique presente sur ledit ADN. Les deux chromatographies peuvent 
etre faites dans un ordre indifferent. 

Selon un autre mode de realisation, le precede de Tinvention comprend une 
25 etape de chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite et une etape de 
chromatographie d'echange d'anions. 

Avantageusement, le precede de Tinvention comprend en outre une etape de 
diaf titration. Celle-ci est generalement realisee avant les chromatographies. 




4 

Une etape importante du procede de rinvention fait intervenir une 
chromatographic sur colonne hydroxyapatite. 

L'hydroxyapatite est un phosphate de calcium complexe comportant dix 
atomes de calcium. La forme ceramic plus stable que la forme cristalline & ete mise 
5 au point par Bio-Rad Laboratories et Asahi Optical Co., Ltd, Le compose ceramique 
a les memes proprietes que le compose cristallin sans en avoir les limitations 
physiques; ce materiau est surtout utilise en chromatographic pour la purification des 
proteines, mais presente des avantages et permet d'obtenir de trfes bons resultats lors 
de la purification d'acides nucleiques. n est macroporeux, spherique, chimiquement et 
10 physiquement tres stable et peut etre reutilise plusieurs dizaines de fois sans pertes 
d'efficacite. Cette forme ceramic peux supporter des pressions elevees, des pH tres 
eleves, des flux tres rapides et les solvants organiques. 

La chromatographie sur colonne de ceramic hydoxyapatite est un type de 
chromatogaphie particulier qui n'est ni une chromatographie daffinite ni un echange 
15 d'ion aux sens stricts. Elle empreinte ses proprietes & ces deux types de 
chromatographies et Ton pourrait la definir comme a une pseudo-affinite et un pseudo 
echange d'ions. 

Les acides nucleiques se lient a l'hydroxyapatite par la vertu d'interactions 
entre les groupes phosphate du squelette du polynucleotide et les residus calcium du 

20 support. Les acides nucleiques peuvent etre elues de f agon differentielle en faisant 
varier la force ionique des tampons phosphates. Les acides nucleiques peuvent etre 
ainsi separes des proteines et entre eux, les ADN des ARN et les ADN simple brins 
des ADN double-brins. Les ARN sont ceux qui se lient de la maniere la moins solide 
et peuvent etre elues avec tm tampon de force ionique relativement faible. Les ADN 

25 simple brins sont egalement moins f ortement fixe que les ADN double-brins qui sont 
plus solidement lies au support et necessitent xm tampon plus fort 

Le materiel biologique dans un tampon phosphate de faible force ionique est 
depose sur la colonne. Les acides nucleiques ADN et ARN sont fixes. Un second 
tampon, de force ionique plus elevee, est ensuite utilise pour eluer TARN qui est 
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quasiment completement elimine a ce stade. Un troisieme tampon de force ionique 
superieure est utilise pour eluer l'ADN double brin qui est recueilli. L'utilisation 
d'hydroxyapatite dans le precede de Tinventian permet de r&cuperer de l'ADN double 
brin ayant un tres grand degre de purete. 

5 Comme indique ci-avant, un mode de realisation prefere de l'invention 

comprend en outre une etape de chromatographie d'affinite triple helice. 

La chromatographie d'affinite triple helice consiste a f aire passer la solution 
obtenue sur un support sur lequel est couple de maniere covalente un oligonucleotide 
capable de former par hybridation une triple helice avec une sequence sp6cifique 
10 presente sur l'ADN a purifier (PCT/FR95/01468). 

La sequence specifique peut etre une sequence presente naturellement sur 
l'ADN double-brin, ou une sequence synthetique introduite artificiellement dans 
celui-ci. Les oligonucleotides utilises dans la presente invention sont des 
oligonucleotides hybridant directement avec l'ADN en double-brin. Ces 
15 oligonucleotides peuvent contenir les bases suivantes : 

- thymidine (T), qui est capable de former des triplets avec les doublets A.T 
de l'ADN double-brin (Rajagopal et al, Biochem 28 (1989) 7859); 

- adenine (A), qui est capable de former des triplets avec les doublets A.T de 
l'ADN double-brin; 

20 - guanine (G), qui est capable de former des triplets avec les doublets G.C de 

l'ADN double-brin; 

- cytosine protonee (C+), qui est capable de former des triplets avec les 
doublets G.C de l'ADN double-brin (Rajagopal et al precitee); 

- uracile (U) qui est capable de former des triplets avec les paires de bases 
25 A.UouA.T. 
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Preferentiellement, ^oligonucleotide utilise comprend une sequence 
homopyrimidique riche en cytosines et la sequence specifique presente sur 1'ADN est 
une sequence homopurique-homopyrimidique. La presence de cytosines permet 
d'avoir une triple helice stable a pH adde, ou les cytosines sont protonees, et 
5 destabilisee a pH alcalin, ou les cytosines sont neutralisees. 

Pour permettre la formation d'une triple-helice par hybridation, il est 
important que Toligonucleotide et la sequence spScifique presente sur V ADN soient 
complementaires. A cet egard, pour obtenir les meilleurs rendements et la meilleure 
selectivity, on utilise dans le proc6de de l'invention un oligonucleotide et une 
sequence specifique parf aitement complementaires, II peut s'agir en particulier d'un 
oligonucleotide poly-CTT et d'une sequence sp&ifique poly-GAA. A titre d'exemple, 
on peut citer Toligonucleotide de sequence 5 1 - 
GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-3 , (GAGG(CTT)7; (SEQ ID n°l), dans 
lequel les bases GAGG ne forment pas de triple helice mais permettent d'espacer 
l'oligonucleotide du bras de couplage. On peut egalenient citer la sequence (CTT)7 
(SEQ ID n°2). Ces oligonucleotides sont capables de forma: une triple-helice avec 
une sequence specifique comportant des motifs complementaires (GAA). II peut 
s'agir en particulier d'une region comportant 7, 14 ou 17 motifs GAA, comme decrit 
dans les exemples. 

20 Une autre sequence d'interet specifique est la sequence : 

S'-AAGGGAGGGAGGAGAGGAA-^SEQ IDn°3). 

Cette sequence forme une triple helice avec les oligonucleotides 

S-AAGGAGAGGAGGGAGGGAA-^CSEQ ID n°4) ou 

S'-TTGGTGTGGTGGGTGGGTT-S^SEQ ID n°5). 
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Dans ce cas, l'oligonucleotide se fixe dans une orientation antiparallele au brin 
polypurique. Ces triples helices ne sont stables qu'en presence de Mg2+ (Vasquez et 
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al., Biochemistry, 1995, 34, 7243-7251 ; Beal et Dervan, Science, 1991, 251, 1360- 
1363). 

Cornme indique ci-avant, la sequence specif ique peut etre tine sequence 
presente naturellement sur l'ADN double-brin, ou une sequence synthetique 
5 introduite artif iciellement dans celui-ci. II est particulierement interessant d'utiliser un 
oligonucleotide capable de former une triple-h^lice avec une sequence presente 
naturellement sur l'ADN double-brin, par exemple dans Torigine de replication d'un 
plasmide ou dans un gene marqueur. A cet egard, la demanderesse a effectue des 
analyses de sequence de plasmides et apu montrer que certaines regions de ces ADN, 
10 notamment dans l'origine de replication, possedent des regions homopurique- 
homopyrimidiques. La synthase ^oligonucleotides capables de former des triple- 
helices avec ces regions homopiirique-homopyrimidiques naturelles permet 
avantageusement d'appliquer le precede de Tinvention a des plasmides non modifies, 
notamment des plasmides commerciaux de type pUC, pBR322, pSV, etc. Parmi les 
15 sequences homopuriques-homopyrirnidiques naturellement presentes sur un ADN 
double brin, on peut citer une sequence comprenant tout ou partie de la sequence 5 1 - 
CnTCCCGAAGGGAGAAAGG-3'(SEQ ID n°6) presente dans l'origine de 
replication ColEl de E. coli . Dans ce cas, Toligonucleotide formant la triple helice 
possede la sequence : S'-GAAGGGTTCTrCCCTCTTTCC-SHSEQ ID n°7) et se fixe 
20 altemativement sur les deux brins de la double helice, cornme decrit par Beal et 
Dervan (J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 4976-4982) et Jayasena et Johnston (Nucleic 
Acids Res. 1992, 20, 5279-5288). On peut aussi citer la sequence 5 1 - 
GAAAAAGGAAGAG-3' (SEQ ID n°8) du gene de la P-lactamase du plasmide 
pBR322 (Duval-Valentin et al„ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 504-508). 
25 Uutilisation d'un oligonucleotide capable de former une triple-helice avec une 
sequence presente dans une origine de replication ou un gene marqueur est 
particulierement avantageuse car elle permet, avec le meme oligonucleotide, de 
purifier tout ADN contenant ladite origine de replication ou ledit gene marqueur. II 
n'est done pas necessaire de modifier le plasmide ou TADN double-brin pour lui 
30 incorporer une sequence specifique artificielle. 



Bien que des sequences parfaitement complementaires soient pr&erees il est 
entendu toutefois que certains mesappariements peuvent etre tol6r&s entre la sequence 
de l'oligonucteotide et la sequence pr6sente sur 1'ADN, des lors qu'ils ne conduisent 
pas a une perte trop grande d'affinite. On peut citer la sequence 5- 
5 AAAAAAGGGAATAAGGG-3 f (SEQ ID n°9) pr6sente dans le g&ie de la p-lactamase 
de E- coli . Dans ce cas, la thymine interrompant la sequence polypurique peut etre 
reconnue par une guanine du troisieme brin, formant ainsi un triplet ATG qui est 
stable quand il est encadre par deux triplets TAT (Kiessling et al M Biochemistry, 
1992, 2L 2829-2834). 

10 Selon un mode de realisation particulier, les oligonucleotides de Tinvention 

comprennent la sequence (CCT)n, la sequence (CT)n ou la sequence (CTT)n, dans 
laquelle n est un nombre entier compris entre 1 et 15 inclus. II est particulierement 
avantageux d'utiliser des sequences de type (CT)n ou (CTT)n. La demanderesse a en 
eff et montre que le rendement de purification etait influence par la quantite de C dans 

15 Toligonucleotide. En particulier, comme indique dans l'exemple 7, le rendement de 
purification augmente lorsque Toligonucleotide comporte moins de cytosines. II est 
entendu que les oligonucleotides de Tinvention peuvent egalement combiner des 
motifs (CCT), (CT) ou (CTT). 

^oligonucleotide utilise peut etre naturel (compose de bases naturelles, non 
20 modif iees) ou modif ie chimiquement En particulier, Toligonucleotide peut presenter 
avantageusement certaines modifications chimiques permettant d'augmenter sa 
resistance ou sa protection vis a vis des nucleases, ou son affinite vis a vis de la 
sequence specif ique. 

Selon la presente invention on entend aussi par oligonucleotide tout 
25 enchainement de nucleosides ayant subi une modification du squelette dans le but de 
le rendre plus resistant aux nucleases. Parmi les modifications possibles on peut citer, 
les oligonucleotides phosphorothioates qui sont capable de former des triples helices 
avec l'ADN (Xodo et al f Nucleic Acids Res-, 1994, 22, 3322-3330), de meme que les 
oligonucleotides possedant des squelettes formacetal ou m^thylphosphonate 
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(Matteucci et al., J. Am. Chem. Soc., 1991, Hi 7767-7768), On peut egalement 
utiliser les oligonucleotides synthetises avec des a-anomSres de nucleotides, qui 
forment egalement des triples helices avec TADN (Le Doan et al., Nucleic Acids 
Res., 1987, IS, 7749-7760). Une autre modification du squelette est la liaison 

5 phosphoramidate. On peut citer par exemple la liaison intemucleotidique NS'-PS" 
phosphoramidate decrite par Gryaznov et Chen, qui donne des oligonucleotides 
formant avec TADN des triples helices particulierement stables (J. Am. Chem. Soc., 
1994, 116. 3143-3144). Parmi les autres modifications du squelette, on peut citer 
Egalement Tutilisation de ribonucleotides, de 2'-0-methylribose, de 

10 phosphodiester,...(Sun et Helene, Curr. Opinion Struct. BioL, 116. 3143-3144). Le 
squelette phosphore peut enf in etre remplace par un squelette polyamide comme dans 
les PNA (Peptide Nucleic Acid), qui peuvent egalement former des triples helices 
(Nielsen et al., Science, 1991, 2g4, 1497-1500 ; Kim et al., J. Am. Chem. Soc., 1993, 
115. 6477-6481)) ou par un squelette a base de guanidine, comme dans les DNG 

15 (deoxyribonucleic guanidine, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, 22, 6097-6101), 
analogues polycationiques de TADN, qui forment 6galement des triples helices. 

La thymine du troisieme brin peut aussi etre remplacee par une 5- 
bromouracile, ce qui augmente Taffinite de Toligonucleotide pour TADN (Povsic et 
Dervan, J. Am. Chem. Soc., 1989, 111 3059-3061). Le troisieme brin peut 
20 egalement contenir des bases non naturelles, parmi lesquelles on peut citer la 7- 
deaza-2'-deoxyxanthosine (Milligan et al., Nucleic Acids Res., 1993, 21, 327-333), la 

1- (2-de6xy-P-D-ritofuranosyl)-3-m 

one (Koh et Dervan, J. Am. Chem. Soc., 1992, 114, 1470-1478), la 8-oxoadenine, la 

2- aminopurine, la 2-O-methyl-pseudoisocytidine, ou toute autre modification connue 
25 de Thomme du metier (voir pour revue Sun et Helene, Curr. Opinion Struct. Biol., 

1993,2,345-356). 

Un autre type de modification de Toligonucleotide a plus particulierement 
pour objet d'ameliorer Interaction et/ou Taffinite entre Toligonucleotide et la 
sequence specifique. En particulier, une modification tout a fait avantageuse selon 
30 Tinvention consiste a methyler les cytosines de Toligonucleotide. ^oligonucleotide 
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ainsi methyle presente la propriete remarquable de former une triple helice stable 
avec la sequence specifique dans des zones de pH plus proches de la neutralities 5). 
II permet done de travailler a des pH plus eleves que les oligonucleotides de Tart 
anterieur, e'est a dire i des pH ou les risques de degradation de TADN plasmidique 
5 sont bien inf erieurs. 

La longueur de roligonucleotide utilise dans le procede de Tinvention est d'au 
moins 3 bases, et de preference, comprise entre 5 et 30. On utilise de nianiere 
avantageuse tin oligonucleotide de longueur superieure a 10 bases. La longueur peut 
etre adaptee au cas par cas par rhomme du metier en f onction de la selectivity et de la 
10 stabilite de l'interaction recherchees. 

Les oligonucleotides selon l'invention peuvent etre synthetases par toute 
technique connue. En particulier, ils peuvent etre prepares au moyen de synthetiseurs 
d'acides nucleiques. Toute autre methode connue de l'homme du metier peut bien 
6videmment etre utilis6e. 

15 Pour permettre son couplage covalent sur le support, roligonucleotide est 

generalement fonctionnalise. Ainsi, il peut etre modif ie par un groupement terminal 
thiol, amine ou carboxyle, en position 5' ou 3 1 . En particulier, Tajout d'un groupe 
thiol, amine ou carboxyle permet, par exemple, de coupler Toligonucleotide sur un 
support portant des fonctions disulfure, maleimide, amine, carboxyle, ester, epoxyde, 

20 bromure de cyanogene ou aldehyde. Ces couplages se forment par itablissement de 
liaisons disulfure, thioether, ester, amide ou amine entre Toligonucleotide et le 
support. Toute autre methode connue de l'homme du metier peut etre utilisee, telle 
que des reactif s de couplage bifonctionnels, par exemple. 

Par ailleurs, pour ameliorer lTiybridation avec Toligonucleotide couple, il peut 
25 etre avantageux que roligonucleotide contienne un "bras" et tme sequence de bases 
"espaceur". L'utilisation d'un bras permet en effet de fixer roligonucleotide a une 
distance choisie du support permettant d'ameliorer ses conditions d'Lnteraction avec 
TADN. Le bras est avantageusement constitue d'une chaine carbonee lineaire, 
comprenant 1 a 18, et de preference 6 ou 12 groupes (CH2), et d'une amine qui 
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permet la liaison a la colonne. Le bras est relie a un phosphate de l'oligonucleotide ou 
dun "espaceur" compose de bases n'interferant pas avec rhybridation. Ainsi, 
'Tespaceur" peut comprendre des bases puriques. A titre d'exemple, "Tespaceur" peut 
comprendre la sequence GAGG. Le bras est avantageusement compose dime chaine 
5 carbonee lineaire comprenant 6 ou 12 atomes de carbones. 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, differents types de supports 
peuvent etre utilises. II peut s'agir de supports de chromatographic fonctionnalises, en 
vrac ou preconditionnes en colonne, de surfaces plastiques fonctionnalisees ou de 
billes de latex fonctionnalisees, magnetiques ou non. II s'agit preferentiellement de 

10 supports de chromatographic. A titre dexemple, les supports de chromatographic 
pouvant etre utilises sont 1'agarose, 1'acrylamide ou le Dextran ainsi que leurs derives 
(tels que S6phadex, Sepharose, Superose,...), les polymeres tels que le 
poly (styrenedivinylbenzene) , ou la silice greffee ou non greffee, par exemple. Les 
colonnes de chromatographie peuvent fonctionner en mode de diffusion ou de 

15 perfusion. 

Pour obtenir de meilleurs rendement de purification, il est particulierernent 
avantageux dutiliser, sur le plasmide, line sequence comportant plusieurs positions 
dTiybridation avec Toligonucl^otide. La presence de plusieurs positions d'hybridation 
favorise en effet les interactions entre ladite sequence et l'oligonucleotide, ce qui 

20 conduit a ameliorer les rendements de purification. Ainsi pour un oligonucleotide 
comportant n repetitions de motifs (CCT), (CT) ou (CTR, il est preferable d'utiliser 
une sequence d'ADN comportant au moins n motifs complementaires et , de 
preference, n+1 motifs complementaires. Une sequence portant n+1 motifs 
complementaires offre ainsi deux positions d'hybridation a l'oligonucleotide. 

25 Avantageusement, la sequence d'ADN comporte jusqu'a 11 positions d'hybridation, 
c'est a dire n+10 motifs complementaires. 

Selon tin autre mode de realisation la chromatographie sur colonne 
d'hydroxyapatite ceramique est suivie ou precedee dune etape de chromatographie 
sur colonne d'echange danions. On utilise de preference une colonne echangeuse 
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d'anions faibles,. les anions forts ont en effet la propri&e de fixer trSs fortement l'ADN, 
si fortement qu'il est tres difficile de recuperer le produit (le rendement est alors 
inferieur a 60%). C'est pourquoi la demanderesse utilise des 6changeurs d'anions 
faibles qui ne retiennent pas l'ADN plasmidique mais qui fixent les ARN rlsiduels. 

5 Conune indique ci-avant, le precede selon Tinvention comprend 

avantageusement une etape de diafiltration. La diafiltration est une etape de 
concentration de l'echantillon au cours de laquelle on elimine l'eau et les petites 
molecules (telles que les sels, les proteines et les acides nucleiques de petite taille) 
presentes dans le lysat clair. Les sels sont remplaces par un tampon phosphate pour la 
10 chromatographies Apres diafiltration, la solution est de 5 a 50 fois plus concentree 
que la solution de depart (le f acteur de concentration depend du volume de la solution 
de depart). 

L"utilisation de la diafiltration presente plusieurs avantages. Elle pennet entre 
autres d'eviter 1'utilisation de solvants organiques tel que l'isopropanol dont l'emploi 
15 necessiterait une installation anti-deflagrante. De plus, cette technique est utilisable 
pour des volumes tres variables. II suffit en effet d'augmenter la surface des 
membranes en fonction du volume k traiter. 

On utilise avantageusement pour la diafiltration tin appareil servant de support 
a une membrane de polyefher sulfone modifiS ou d'acetate de cellulose modifi6 
20 permettant d'avoir un flux de liquide a d^bit regulable, Ces membranes sont definies 
par leur point de coupure qui est en valeur nominale la taille maximale des molecules 
pouvant traverser ladite membrane. Rapporte a une valeur reelle une membrane dont 
le point de coupure est egal a 100 kD pennet de retenir des molecules de taille 
superieure a 30 kD. 

25 Un precede prefere selon Tinvention comprend les etapes suivantes : 

diafiltration, 

chromatographic sur colonne de Ceramic hydroxyapatite, 
et chromatographie d'affinite par hybridation specifique entre une sequence de 
l f ADN et un oligonucleotide avec formation d*une triple helice. 
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Le precede selon la presente invention peut etre utilise pour purifier tout type 
d 1 ADN double brin. II s'agit par exemple d'ADN circulaire, tel qu'un plasmide portant 
generalement un ou plusieurs genes d'interet therapeutique. Ce plasmide peut porter 
6galement une origine de replication, un gene marqueur, etc,... Ce precede permet 
5 aussi de purifier de l'ADN, lineaire ou circulaire, portant une sequence d'interet, a 
partir d'un melange comprenant des ADN de differentes sequences, 

Gen6ralement, TADN de depart est produit par un microorganisme hote 
modifie par les techniques de TADN recombinant. A cet egard l'hote contenant l'ADN 
double brin que Ton cherche & recuperer est tout d'abord multiplie et amplifie. Pour ce 
10 faire on utilise les techniques classiques de fermentation permettant d'obtenir une forte 
densite cellulaire. La technique la plus courament employee est celle dite de "fed- 
batch" qui est abondament decrite dans la litterature (Jung et al. Ann Inst Pasteur/ 
Microbiol 1988, 139, pl29-146 ; Bauer et al. Biotechnol Bioeng. 1976, 18, p81-94). 

La fermentation est suivie par une lyse des cellules. Pour lyser les cellules on 
15 peut utiliser soit un systeme mecanique soit un syseme chimique suivant le type de 
cellules concerne ou suivant que Ton souhaite travailler sur lysat brut ou sur lysat 
clair. Pour la lyse mecanique, on utilise de preference des systemes qui ne denaturent 
pas TADN (agitation, choc thermique, choc osmotique). Ces methodes ne sont pas 
utilisables pour casser des cellules procaryotes. En effet les traitements mecaniques 
20 utilises pour casser des cellules procaryotes sont denaturant pour TADN. La lyse 
mecanique est preferentiellement reservee aux cellules eucaryotes, pour les cellules 
procaryotes on preferera une lyse chimique. 

Les cellules sont lysees chimiquement par un melange de soude et de SDS, 
durant ce traitement le pH passe a 12. Le pH du lysat ainsi obtenu va etre ramene a 
25 environ 6 ce qui entraine la precipitation des proteines d'une partie de TADN 
chromosomique et de TARN. On elimine ce pr6cipite par centrif ugation. 

Un mode de realisation prefere de Tinvention consiste tout d'abord a faire subir 
aux cellules contenant TADN double brin a purifier ime lyse chimique qui permet 
d'obtenir un lysat clair. Le lysat clair ainsi obtenu subit une diafiltration et e'est le 
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concentrat ainsi obtenu qui est chromatographic sur colonne hydroxyapatite 
c6ramique. 

Le lysat cellnlaire peut etre un lysat de cellules procaryotes ou eucaryotes. 

S'agissant de cellules procaryotes, on peut citer par exemple les bacteries & 
5 coli. IL subtilis. typhimurium ou SfteptQfliyres. S'agissant de cellules eucaryotes, 
on peut citer les cellules animates, les levures, les champignons, etc,.., et plus 
particulierement, les levures Kluweromvces ou Saccharomyces ou les cellules COS, 
CHO, C127, NIH3T3, etc.... 

Le precede de 1'invention est particulierement avantageux puisqu'il permet 
10 d'obtenir, de maniere rapide et simple, de l'ADN plasmidique de tres haute purete. En 
particulier, comme illustre dans les exemples, ce precede permet de separer 
efficacement l'ADN plasmidique considere de composants contaminants, tels que 
l'ADN chromosomique fragmente, TARN, les endotoxines, les proteines, les 
nucleases, etc.... Plus particulierement, le precede de l'invention permet d'obtenir des 
15 preparation d'ADN double brin, notamment plasmidique, pratiquement exemptes 
d'ADN chromosomique (< 0,5%). En outre les preparations d'ADN obtenues ont 
egalement une teneur en endotoxines trfes faible (< 50 EU/mg), compatible avec une 
utilisation pharmaceutique. 

La demanderesse a montre que, de maniere tout a fait etonnante, la 
20 combinaison des deux etapes decrites plus haut a savoir chromatographic sur colonne 
Hydroxyapatite suivie ou precedee par une chromatographie Triple Helice, permet 
d'obtenir des preparations d'ADN plasmidique ayant une teneur en ADN 
chromosomique de 0.01%. De maniere tout a fait preferentielle l'invention concerne 
egalement des preparation d'ADN plasmidique ayant une teneur en ADN 
25 chromosomique inferieure ou egale a 0.01%. 

L'invention concerne egalement des preparations d'ADN plasmidique ayant une 
teneur en endotoxines inferieure a 50 EU/mg, prefer entiellement inferieure k 10 EU/ 
mg. La teneur en endotoxines est done tres en dessous de la teneur autoris6e qui est de 
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350 EU/ injection pour une personne pesant 70 kg (une EU est une Endotoxin Unit et 
est egale a 100 pg). 

La presente invention decrit done des compositions comprenant de 1'ADN 
plasmidique utilisable pharmaceutiquement notamment en therapie genique ou 
5 cellulaire in vivo ou ex vivo. A cet egard, l'invention a 6galement pour objet une 
composition pharmaceutique comprenant de FADN double brin, lineaire ou 
plasmidique, prepare selon le precede d6crit ci-avant. 

Les compositions peuvent comporter l'ADN plasmidique "nu M ou associe a des 
vecteurs de transport tels que les liposomes, les nanoparticules, les lipides cationiques, 
10 les polym^res, des proteines ou virus recombinants, etc. 

La presente demande sera decrite plus en detail a 1'aide des exemples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

MATERIEL ET METHODES 

1. Construction du plasmide pXL2784. 

15 Dans les experiences qui suivent on a utilise un plasmide sp6cifique pXL2784. 

Ce plasmide comporte une cassette contenant le promoteur du Cytomegalovirus, le 
gene codant pour la luciferase et une sequence homopurique- homopyrimidique 
(GAA)17. La construction de ce plasmide est decrite ci-apres. II est bien evident que 
le procede selon l'invention n'est pas limite au plasmide decrit. 

20 1.1. Description du plasmide pXL2784 

Le plasmide pXL2784 est constant a partir du vecteur plasmidique pXL2675 
(2,513 kb), replicon minimal du plasmide ColEl issu du plasmide pBluescript (OKQ et 
ayant pour marqueur de selection le gene du transposon Tn5 codant pour la resistance 
a la kanamycine. Le plasmide pXL2784 contient aussi une sequence homopurique- 
25 homopyrimidique (GAA)i7 issue du plasmide pXL2563 et pouvant se lier k Un 
oligomere (CTT)n ou n=l a 17, pour generer localement une structure triple helice et 
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permettre une purification par affinity. Le plasmide pXL2784 possede le locus cer 
(382 bp) issu du plasmide ColEl et clone dans le plasmide pXL565 ; le locus cer 
contient une sequence site sp6cifique des recombinases XerC/XerD et conduit a la 
resolution de multim^res de plasmides. Le transgene clon6 sur ce plasmide pXL2784 
est une cassette d'expression (3,3 kb) du g&ie ly£ codant pour la lucif&rase de 
Photinus pyralis sous controle du promoteur P CMV cytomegalovirus humain, cette 
cassette provient du plasmide pXL2622. 

Le plasmide a une taille de 6390 bp. La carte du plasmide pXL2784 est 
presentee sur la figure 1, et sa construction est detailiee ci-apres. 

1 2 Vecteur min imal pXL2675 

Apres avoir rendu l'extremite Bsal franche par action du fragment de Klenow, 
le fragment Bsal-PvuII de 1,15 kb du plasmide pBKS+ (Stratagen) a et6 clon6 avec le 
fragment Smal de 1,2 kb du plasmide pUC4KIXX (Pharmacia) pour generer le 
plasmide pXL2647. 

^oligonucleotide 5542 : 

5 '-AGCTTCTCGA GCTGCAGGAT ATCGAATTCG GATCCTCTAG AGO 
GGCCGCG AGCTCC-3 9 (SEQ ID N°10) 

et Toligonucleotide 5543 : 

5 '-AGCTGGAGCT CGCGGCCGCT CTAGAGGATC CGAATTCGAT ATC 
CTGCAGC TCGAGA-3 ' (SEQ ID N°l 1) 

ont et6 hybrides entre eux puis clones au site Hindm du pXL2647 gen6rant le 
plasmide pXL2675. Ce plasmide comprend le multisite Hindm, Xhol, PstI, EqqRV, 
EqqRI, BamHI, Xbal . Noft &§tl entre l'origine de replication et le gene codant pour 
la resistance a la kanamycine. 
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1 .3. Cassette luciferase dans le plasmide p XL2622 

Le promoteur CMV contenu dans le fragment Mlu l-Hindin de 660 bp du 
plasmide pcDNA3 (provenant d'Invitrogen) a &6 clone entre les sites Mlul-Hindm du 
plasmide pGL2 basic (Promega contient le gene de la luciferase) pour generer le 
5 plasmide pXL2622. 

1.4. Plasm ides pXL2563 et pMTL22-TH contenant une sequence susceptible 
de former une triple h61ice avec un oligonucleotide. 

^oligonucleotide 4817 : 

5 '-GATCCGAAGA AGAAGAAGAA GAAGAAGAAG AAGAAGAAGA A 
10 GAAGAAGAA GAAGAAGG-3 *(SEQ ID N°12) 

et l'oligonucleotide 4818 : 

5 * -AATTCCTTCT TCTTCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTTCTTCT TCTTCT 
TCTT CTTCTTCG-3 '(SEQ ID N°13) 

ont ete hybrides entre eux et clones aux sites EcqRI et BamH I du plasmide 
15 pBluescriptn KS pour former le plasmide pXL2563. Le fragment EcoRI -BamH I de 
62 bp est clon6 aux sites EcoRI -BamH I du plasmide pMTL22 (P. Minton 1988 Gene 
68:139) pour genSrer le plasmide pMTL22-TH. 

LS. Plasmides pXLS6S et oXL2781 contenant le locus cer 

Le fragment Hpall de 382 bp du plasmide ColEl (P-L Biochemicals) a ete 
20 clon6 au site AccI du plasmide Ml 3 mp7 (Messing et coll. 1981 Nucleic Acids Res 
9:309) pour former le plasmide pXL565. Le fragment BamHI de 382 bp du pXL565 a 
alors ete clone au site BgUI du plasmide pSL301 (favitrogen) pour creer le pasmide 
pXL2781. 



1.6. Construction du plasmide pXL2784 
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Le fragment BamH I -Xho I du plasmide pXL2781 de 382 bp et contenant le 
locus cgr est clone aux sites BamH I et Xhol du plasmide pXL2675 pour creer le 
plasmide pXL2782. 

Le fragment Bglll-BamHI du plasmide pMTL22-TH de 62 bp contenant la 
5 sequence (GAA)n est clone au site BamHI du plasmide pXL2782 pour former le 
plasmide pXL2783. 

Enfin le fragment Sall -Spe l de 3,3 kb du plasmide pXL2622 et contenant la 
cassette de la luciferase est clone aux sites Xhol et Nhe l du plasmide pXL2783 pour 
cr6er le plasmide pXL2784. II est bien entendu que toute autre cassette d'expression 
10 d'un gene peut etre inseree a la place de la cassette luciferase 

La souche DH1 (Maniatis et al., 1989) contenant ce plasmide est cultivee en 
fermenteur de 2, 7 et jusqu'a 800 litres. D'autres souches peuvent Sgalement etres 
utlisees. 

2. Fermentation 

i'hote contenant 1'ADN plasmidique a cultiver peut etre obtenu par des 
techniques classiques de fermentation (Jung et al. Ann. Inst. Pasteur/ Microbiol. 1988, 
139, pl29-146 ; Bauer et al. Biotechnol Bioeng. 1976, 18, p81-94) la technique du 
fed batch &ant preferee. Apres fermentation, les cellules sont recuperees, k Techelle 
laboratoire, c'est a dire pour des volumes inferieurs k 51, par centrifugation classique 
(20 mn a 10000 rpm) ou par centrifugation en continu pour des volume plus 
importants (volumes industriels pouvant aller jusqu'a plusieurs centaines de litres). Les 
cellules ainsi recuperees peuvent etre utilisees tout de suite ou congelees a - 80°C. 

3. Lyse chimique (lysat clair) 

Les cellules sont, le cas ech6ant, d6congelees puis lysees. La lyse chimique se 
25 decompose en trois etapes. La premiere consiste k remettre en suspension les cellules 
dans un tampon Tris 25mM pH 6,8, glucose 50mM, ETDA lOmM ou Equivalent. La 
lyse des cellules est alors eflfectu6e dans un melange contenant NaOH 0,2M et SDS 
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1%. Le pH de la solution est d'environ 12. Le choix d'un detergent ionique s'impose, 
en effet un detergent non ionique donne des rendemerits d'extraction 10 fois plus 
faibles. La lyse est suivie d*une pseudo-neutralisation du milieu en presence d'acetate 
de potassium (le pH final de la solution est compris entre 5.5 et 6). Cette acidification 
5 du milieu conduit a l'apparition d*un precipite contenant les prolines, une partie de 
FADN chromosomique et de TARN. Cette precipitation est due k la reaction du 
sodium dodecyl sulfate (SDS) avec l'ac&ate de potassium qui forment un pr6cipit6 
blanc de potassium dodecyl sulfate 

Le precipite doit etre elimine. Pour ce faire on precede par centrifiigation en 
10 pots (15 min, 8000 rpm) si les volumes sont inferieurs a 5 litres ou par centrifiigation 
en continu si les volumes sont plus eleves (> 5 litres). Une autre methode pour 
eliminer le surnageant consiste a effectuer une filtration sur filtre en profondeur de 
porosis superieure ou 6gale a 20 \im (PALL, profile II utilise selon les specifications 
du fabricant). 

15 4. Diafiltration 

Le surnageant recupere apres la lyse chimique est sounds a une diafiltration 
afin de concentrer FADN plasmidique et d'eliminer les molecules de petites masse 
moleculaire, en particulier les sels qui sont presents a fortes concentrations. Cette 
diafiltration se fait sur membrane de point de coupure compris entre 50 et 300 kD 

20 suivant la taille des plasmides. De preference on utilise une membrane de point de 
coupure lOOkD. La valeur de lOOkD est une valeur nominale donnee pour des 
proteines qui sont des molecules globulaires. On considere que pour les molecules 
d'acides nucleiques,qui ont une structure spatiale differente, toutes les molecules ayant 
un poids moleculaire inferieur a 30kd sont eliminees. On mesure par HPLC la quantity 

25 d'ADN present dans la solution apres diafiltration et la quantite pr&ente dans le lysat 
clair. Le rapport ainsi determine donne le rendement de cette etape qui est superieur 
ou egal a 80%. 
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Au cours de cette diafiltration, les sels sont 61imines. lis sont remplac^s par un 
tampon phosphate lOmM. H est ainsi possible d'appliquer le produit directement sur 
une colonne de chromatographie, en particulier de Ceramic Hydroxyapatite™ 

L'ADN plasmidique issu de la chromatographie d'affinite triple helice est de 
5 nouveau diafiltr6 afin de concentrer l'6chantillon et d'61iminer les sels ind6sirables. Ceci 
permet d'Squilibrer le produit dans le tampon de formulation approprte. Pour cela, une 
diafiltration sur membrane de point de coupure compris entre 10 et 50kD est efFectue. 
Le rendement est sup^rieur a 80%. 

Le produit est ensuite filtre sterilement et soumis a analyses avant formulation. 

10 5. Chromatographic sur colonne de Ceramic hydroxyapatite™ 

Le gel de Ceramic Hydroxyapatite™ est cou!6 dans une colonne de taille 
appropriee suivant le volume de l'echantillon a purifier et selon la puretd de 
l'echantillon de depart. Pour determiner la taille de la colonne et le volume du gel on 
mesure par HPLC la quantite en mg/ml d'ADN present dans la solution de depart. On 
15 estime en effet que au moins O.lmg.d'ADN sont fixes par ml dHydroxyapatite cette 
valeur pouvant varier jusqu'a 1 mg voir plus en fonction de la quantite d'ARN present 
dans la solution de depart. L'ARN se fixe sur le gel et plus la quantity d'ARN est 
importante moins l'ADN pourra se fixer. L'ARN est elimine par elution differentielle. 
La colonne est equilibree en tampon phosphate de faible force ionique (10 mM). 
20 L'echantillon est depose sur le gel a un debit lineaire de 50 cm/h. Le gel est ensuite 
soumis a un lavage par un tampon phosphate de conductivity plus el6vee (150 mM). 
La majeure partie de TARN contenu dans Techantillon est eliminee a ce stade. L'ADN 
plasmidique est &u6 en augmentant a nouveau la conductivity du tampon phosphate 
(250mM). Les derniers contaminants sont 61imines par application de NaOH 0.5N qui 
25 est neutralisee par du tampon phosphate a forte molarite (500mM) avant reutilisation 
eventuelle de la colonne. Dans le cas d'une production pharmaceutique, ce support a 
l'avantage de pouvoir subir une decontamination chimique en place puisqu'il r6siste & la 
soude 0.5M, agent de nettoyage classique en chromatographie, mais aussi a des fortes 
concentrations d'ethanol. 
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La resolution de lliydroxyapatite cSramique est excellente. Cette &ape du 
precede permet d'eliminer plus de 80% des ARN, 99.9% d'ADN chromosomique et de 
diminuer d*un facteur 1000 la teneur en endotoxines. De plus cette technologie 6vite 
Temploi de toutes enzymes d'origine bovine ou autre (pas de Rnase, ni de proteinase 
5 K), en outre sa resistance aux agents chimiques nous a permis de 1'utiliser a ce jour 
plus de 40 fois sans probleme de reproductible. Le rendement de chromatographie 
est superieur ou egal a 80%. 

6. Chromatographie d'affinite avec formation d'une triple helice. 

6.1, Preparation de la colonne 

10 Materiel : La colonne utilisee est une colonne HiTrap activee au NHS (N- 

hydroxysuccinimide, Pharmacia) de 5 ml, connectee sur une pompe peristaltique 
(debit < lml/min). ^oligonucleotide specif ique utilise possede un groupement NH2 
en 5'. 

Les tampons utilises dans cet exemple sont les suivants : 
15 - Tampon de couplage : NaHC03 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3. 

- Tampon A : ethanolamine 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3. 

- Tampon B : acetate 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4, 

Methode : La colonne est lavee par 30 ml de HC1 1 mM, puis Toligonucleotide 
dilue dans le tampon de couplage (250 nmoles dans 5 ml) est applique sur la colonne 
20 et laisse 30 minutes a temperature ambiante. La colonne est lavee 3 fois successives 
par 30 ml de tampon A puis 30 ml de tampon B. L'oligonucleotide est ainsi lie 
covalemment a la colonne par une liaison CONH. La colonne est stockee a 4°C et 
peut etre utilisee au moins quatre fois, 

6.2. Purification de plasmirie 
25 Materiel : 
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Le plasmide pXL2784 (decrit en 1) a ete purifie sur la colonne HiTrap 
couplee a l'oligonucleotide decrite en 7.1. Les tampons utilises lors de cette 
purification sont les suivants : 

Tampon F : NaCl 2M, acetate 0,2 M, pH 4,5. 

5 Tampon E :Tris 1 M, HC1 pH 9, EDTA 0,5 mM. 

Methode : 

La colonne est lavee avec du tampon F, puis la solution contenant le plasmide 
est applique sur la colonne et incube a moins deux heures a temperature ambiante. La 
colonne est lavee avec du tampon F puis Telution se fait par du tampon E. 

10 1. Chromatographic echangeuse d'ions. 

Uechantillon pre-purifie est ensuite soumis a une chromatographie sur colonne 
6changeuse d'anions faibles. En efifet les anions forts ont la propri&6 de fixer tres 
fortement l'ADN, si fortement qu'il est trds difficile de r6cup6rer le produit (le 
rendement est alors inferieur a 60%). C f est pourquoi la demanderesse utilise des 

15 echangeurs d'anions faibles qui ne retiennent pas l'ADN plasmidique mais qui fixent les 
ARN r6siduels. On utilisera done de preference un echangeur d'anions faibles de type 
DEAE Sepharose ou DEAE hyper D ou equivalents. Le gel est equiUbre en tampon 
phosphate lOmM, l'6chantillon provenant de T&ape de chromatographie sur Ceramic 
Hydroxyapatite est directement appliques sur le gel L'ARN fixe est ensuite 61imin6 en 

20 appliquant une solution concentree de NaCl. La decontamination chimique peut etre 
faite avec une solution de soude 0.5 M ce qui permet de travailler dans de bonnes 
conditions d'hygiene (Elimination des endotoxines et des risques de contamination 
microbienne.) 



8. Dosage de TADN plasmidique dans des Echantillons complexes par 

25 HPLC 
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L'objectif de cette methode est de pouvoir quantifier l'ADN plasmidique au 
cours des differentes Stapes de purification afin de determiner des rendements. On peut 
ainsi juger quantitativement et qualitativement de Tefficacite des differentes operations 

La technique utilisee est la suivante: 

5 Le support chromatographique est un gel Poros R2 de chez Perseptive 

Biosystems. II s'agit d*un support de polystyrenedivinylbenzene, la taille des particules 
est de 10 jim. La taille des pores de perfusion est de 6000 a 8000 Angstroms, la taille 
des pores de diffusion etant de 500 a 1000. Le volume du gel est de 1,7ml. 

D s'agit d'une chromatographie paire d'ions. Le systeme de solvants est eau, 
10 triethylamine acetate pH 7,1 / triethylamine acetate acetonitrile 90%. 

Le debit est de 3 ml/min. Nous avons defini le gradient de fa?on a distinguer 
l'ADN plasmidique des ARN. 

L'echantillon de reference est un ADN plasmidique purifie sur Qiagen selon les 
instructions du fabricant. Sur un gel d'agarose, cet fchantillon ne contient que de V 
15 ocDNA et du cccDNA. En HPLC, il ne donne qu*un seul pic. Sa concentration a ete 
determinee en mesurant sa DO a 260 nm et en prenant pour base 1 unit6 DO = 50 
jig/ml d'ADN. 

Nous avons done injecte des quantites croissantes de ce produit afin d'effectuer 
une gamme d'etalonnage. 

20 La surface des pics correspondant au temps de retention de TADN de reference 

sont compares a la gamme. Une quantification peut done Stre effectu6e. 

9. Dosage de 1* ADN chromosomique residuel 

L 1 ADN g^nomique r&siduel est quantifie par PCR en utilisant des amorces 
dans le gene galK dE. cqU. La sequence des amorces du gene galK dB. cqU est 
25 (Debouck et al., Nucleic Acids Res., 1985, 13, 1841-1853) : 



5'-CCG AAT TCT GGG GAC CAA AGC AGT TTC-3' (SEQ ID N°14) 
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et 5'-CCA AGC TTC ACT GTT CAC GAC GGG TGT-3' (SEQ ID N°15). 

Le milieu reactionnel comprend, dans du tampon PCR (Promega France, 
Charbonnieres) : 1,5 mM MgCl 2 ; 0,2 mM dXTP (Pharmacia, Orsay) ; 0,5 uM en 
amorce ; 20 U/ml Taq polymerase (Promega). La reaction est effectuee suivant la 
5 sequence : - 5 min. a 95°C 

- 30 cycles delO sec. a 95°C 

30 sec. a 60°C 
lmin.a78°C 

- 10 min. a78°C. 

10 Le fragment d'ADN amplifie, d'une longueur de 124 paires de bases, est separ6 

par electrophorese sur gel d'agarose a 3% en presence de SybrGreen I (Molecular 
Probes, Eugene , USA), puis quantifie par reference a une gamme d'ADN genomique 
Ultrapur dE- SOU, souche B (Sigma, ref. D4889). 

- 10. Transfection in vitro de cellules de mammiferes 

15 Cette methode est employee pour doser l'activite biologique du plasmide 

purifie par le proc6d6 selon l'invention. Les cellules utilisees sont des NIH 3T3, 
ensemencees la veille de l'experience dans des plaques de culture a 24 puits, a raison 
de 50.000 cellules/puits. Le plasmide est dilue dans du NaCl 150 mM et melange avec 
un lipofectant. On utilise un rapport charges positives du lipofectant/charges negatives 
20 de l'ADN egal a 3. Le melange est vortexS, laiss6 10 minutes a temperature ambiante, 
dilu6 dans du milieu de culture depourvu de serum de veau foetal, puis ajoute aux 
cellules, k raison de 1 ug d'ADN par puits de culture. Apres deux heures a 37°C, on 
ajoute 10% v/v de serum de veau foetal et les cellules sont incubees 48 heures a 37°C 
en presence de 5% de CO2. Les cellules sont lavees deux fois au PBS et l'activite 
25 luciferase est mesuree selon le protocole decrit (kit Promega, Promega Corp. 
Madison, WI), sur un luminometre Lumat LB9501 (EG et G Berthold, Evry). Les 
prolines sont dosees avec la technique BCA (Pierce, Interchim, Asnieres). 
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11, Techniques diverses r 

Le plasmide obtenu, analyst par 61ectrophor£se sur gel d'agarose et coloration 
au bromure d'ethidium, se pr6sente sous la forme d'une seule bande d'ADN circulaire 
"super enroule". Aucune trace d'ADN de haut poids moleculaire (chromosomique), ni 
5 d'ARN riest detectable dans le plasmide purifte. 

La concentration en proteines dans les echantillons est mesure par Micro-BCA 
(Pierce) selon les instructions du fabricant 

La concentration en endotoxines est estimee par le dosage LAL (Biosepra) 
selon les instructions du fabricant. 

10 Les methodes classiques de biologie moleculaire telles que les digestions par 

des enzymes de restriction, Telectrophorese sur gel, la transformation dans E. coU, la 
precipitation des acides nucleiques etc, sont decrites dans la litt&ature (Maniatis et al., 
T., E. F. Fritsch, and J. Sambrook. 1989. Molecular cloning: a laboratory manual, 
second edition. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory 

15 Press, New York ; Ausubel F. M, R. Brent, R. E. Kinston, D. D. Moore, J. A. Smith, 
J. G. Seidman and K. Struhl. 1987. Current protocols in molecular biology 1987- 
1988. John Willey and Sons, New York. ). Les sequences nucleotidiques ont ete 
determinees par la methode de terminaison de chaines en suivant le protocole d6ja 
presente (Ausubel et al., 1987). 

20 Les enzymes de restriction ont et6 foixrnies par New-England Biolabs, Beverly, 

MA(Biolabs). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont incubus dans un tampon Tris-HCl 
pH 7.4 50 mM, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, ATP 2 mM, en presence d'ADN ligase 
du phage T4 (Biolabs, ). 

25 Les oligonucleotides sont synth6tises en utilisant la chimie des 

phosphoramidites proteges en p par un groupement cyanoethyl (Sinha , N. D., J. 
Biernat, J. McManus and H. Koster. 1984. Polymer support oligonucleotide synthesis, 
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XVIII: Use of P-cyanoethyl-N,N-dialkylamino-/N-morpholino phosphoramidite of 
deoxynucleosides for the synthesis of DNA fragments simplifying deprotection and 
isolation of the final product. Nucl. Acids Res., 12, 4539-4557 ; Giles, J. W. 1985. 
Advances in automated DNA synthesis. Am. Biotechnol., Nov./Dec.) avec le 
5 synthetiseur automatique d'ADN Biosearch 8600 en utilisant les recommandations du 
fabricant. 

Les ADN ligatures ou a tester pour leur efficacit6 de transformation sont 
utilises pour transformer la souche rendue comp&ente: E. coh DH5a [F / endAl, 
hsdRTZ, SupE44, tW-1, reqAl, gyrA96 , relAl , D(lacZYA-argE)U169, deoR, 
10 F80dIacOacZDM15)] 

Les miniprSparations d'ADN plasmidique sont faites suivant le protocole de 
Klein et si., 1980. 

Le milieu de culture LB est utilise pour la croissance des souches dE. coli 
(Maniatis et al., 1982). Les souches sont incub6es a 37°C. Les bacteries sont etalees 
15 sur des boites de milieu LB supplement^ avec des antibiotiques appropries. 

EXEMPLES 

Exemole 1> P urification d'un ADN plasmidique sur colonne 
hvdroxyanatite ceramique 

1.1. Preparation du lvsat clair 
20 Materiel: 

Les solutions utilisees dans cet exemple sont les suivantes : 

Tris 25mM pH 6,8, glucose 50mM, ETDA lOmM : solution 1 

NaOH 0,2M et SDS 1% : solution 2 

Acetate de potassium 3M, pH 5: solution 3 
25 Methode: 

200 g de cellules sont mises en suspension dans 2200 ml de solution 1. La 
solution 2 (2200 ml egalement) est ensuite additionnee. Enfin, 1100 ml de solution 3 
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sont rajoutes. Le precipite alors forme est elimine par centrifugation a 9000 rpm 
pendant 30 min. On obtient 5200 ml de surnageant. 

1.2. Diafiltration 

Materiel : 

5 Membrane Maximate (Filtron) de point de coupure 100 kD de surface 1860 

cm2 

Tampon : Phosphate de sodium 100 mM pH 6,8 
Methode : 

Avant utilisation, la membrane subit une decontamination chimique a la soude 
10 0,5M pendant 1H. La soude est ensuite eliminee par de Teau ppi. 

Le surnageant obtenu lors de Tetape 1.1 est concentre environ 10 fois puis 
diafiltre contre 4 volumes d'eau puis contre 4 volumes de tampon phosphate lOOmM 
et pH 6,8. Le volume final est de 810 ml. Uechantillon contient alors 224 mg d'ADN 
plasmidique determine par HPLC. 

15 1.3. Purification sur Ceramic Hvdroxyapatite™ 

Materiel : 

Les tampons utilises lors de cette purification sont les suivants : 
Tampon A = tampon 10 mM phosphate pH 6.8 
Tampon B - tampon 150 mM phosphate pH 6.8 , 
20 Tampon C = tampon 250 mM phosphate pH 6;8 

Tampon D = tampon 500 mM phosphate pH 6,8 
NaOH 0,5M 

Methode : 

La colonne (de diametre 1 13 mm et de hauteur 17 cm) contient 1700 ml de gel. 
25 Avant utilisation, le gel subit une decontamination chimique par de la soude 

0,5M pendant 1 heure. La soude est ensuite eliminee par application de tampon D. 
Puis, la colonne est equilibree en tampon A 
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On applique sur le gel 610 ml provenant des 810 ml (soit 171 mg) obtenus 
precedemment. Le debit est de 60 ml/min. Le gel est ensuite lav6 par 6 L de tampon B. 
Le produit est ensuite elue en appliquant du tampon C. Le volume d'eluat est de 1520 
ml et contient 147 mg d'ADN plasmidique (determine par HPLC). 

5 Le gel est ensuite reg&i6r6 par lavage avec de la soude (NaOH 0,5M) suivi par 

du tampon D. Le gel est alors pret pour un nouveau cycle. 

L'ensemble des operations est suivi par spectrometrie UV a 254 nm. 

1.4. Purification sur DEAE Sepharose 

Matiriel : 

10 Les tampons utilises lors de cette purification sont les suivants : 

Tampon A , NaCl 1M et NaOH 0,5M. 

Mithode : 

La colonne (de diametre 50 mm et de hauteur 6 cm) contient 1 10 ml de gel. 
Avant utilisation, le gel subit une decontamination chimique par de la soude 
15 0,5M pendant 1 heure. La soude est ensuite eliminee par une solution de NaCl 1M . 
Puis, la colonne est equilibree en tampon A. 

1130 ml issues des 1520 ml (soit 110 mg) obtenus precedemment sont 
appliques sur le gel a un debit de 50 ml/min. LVADN n'etant pas retenu, Feffluent est 
recueilli (1036 ml) et contient 104 mg d'ADN. Les produits retenus sur le gel sont 
20 ensuite 61imines par une solution de NaCl 1M Le gel est alors lave par de la soude 
0,5M suivi de NaCl 1M. Le gel est alors pret pour une nouvelle operation. 

L'ensemble des operations est suivi spectrometrie UV a 254 nm. 

1-5 Diafiltration 
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Materiel : 

Membrane Ultrasette (Filtron) de point de coupure 30 kD de surface 860 cm2 
Tampon : eau ppi 
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Methode : 

Avant utilisation, la membrane subit une decontamination chimique a la soude 
0,5M pendant 1H. La soude est ensuite eliminee par de Teau ppi. 720 ml du produit 
obtenu lors de l'etape precedente sont concentres environ 3 fois puis diafiltrer deux 
5 fois contre 4 volumes d'eau ppi. Le volume final est de 210 ml. L'6chantillon contient 
alors 62 mg d'ADN plasmidique determine par HPLC. 

1.6 Caracteristiques de l'ADN . 

Le precede decrit ci-dessus pennet d'obtenir le plasmide quasiment pur. Les 
differentes composants de l'echantillon final ont ete determines et sont r£capitul& 
10 ci-apres. 

- ARN : non detectable en gel d'agarose ou en HPLC 

- ADN chromosomique determine par PCR: <0.5 % 

- ADN super-enroule determine par HPLC >80 % 

- endotoxines (LAL) < 50 EU/mg 
15 - proteines (microBCA) < l|ig/ml 

- activite biologique in vitro : 

pXL2784 lot 42DNA95 : 20* 10 6 RLU/ jig proteines (a comparer avec le 
meme plasmide purifie sur gradient de Chlorure de Cesium = 13* 10 6 RLU/ |xg 
proteines). 

20 1.7Variante. 

Le precede decrit ci-dessus a et6 reproduit en eflfectuant dans Fetape 1.1, une 
filtration sur membrane de profondeur a la place de la centrifugation. Cette variante du 
precede pennet d'obtenir un plasmide de puret6 pharmaceutique, dont les 
caracteristiques sont recapitules ci-apres. 
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- ARN : non detectable en gel d'agarose ou par HPLC 



- ADN chromosomique d&ennine' par PCR : < 0.5 % 



- ADN superenroule determine par HPLC >70 % 



- endotoxines (LAL) < 50 EU/mg 



5 



- proteines (micro BCA) < 1 ug/ml 



Exemole 2 Purification de l'ehiat d'hvdroxvapatite oar chromatographic 
H'affinite trinle helice 

2 1. Preparation de la r^lonne d'affinite 

La colonne utilise est une colonne HiTrap activee au NHS (N- 
10 hydroxysuccinimide, Pharmacia) de 5 ml, connectee sur une pompe peristaltique. 
L'oligonucleotide specifique utilise possede un groupement NH2 en 5'. Sa sequence est 
la suivante : 



Tampon A : ethanolamine 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3. 
Tampon B : acetate 0, 1 M, NaCl 0,5 M, pH 4. 

La colonne est lavee par 30 ml de HC1 1 mM, puis l'oligonucleotide dilue dans 
le tampon de couplage (250 nmoles dans 5 ml) est appliqu6 sur la colonne et laiss6 30 
20 minutes a temperature ambiante. La colonne est lavee 3 fois successives par 30 ml de 
tampon A puis 30 ml de tampon B. L'oligonucleotide est ainsi lie covalemment a la 
colonne par une liaison CONH. La colonne est stockee a 4°C. 



S'-GAGGCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT-S' (SEQ ID N°l). 



Les tampons utilises dans cet exemple sont les suivants : 



15 



Tampon de couplage : NaHCQ3 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3. 



2 2. Purification du plasmide 
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Les tampons utilises sont les suivants : 
Tampon F : NaCl 2M, acetate 0,2 M, pH 4,5. 
Tampon E :Tris 1 M, HC1 pH 9, EDTA 0,5 mM. 

La colonne est equilibr^e dans le tampon F, puis 9ml cMuat d'hydroxyapatite 
5 obtenu dans les conditions decrites dans l'exemple 1, prealablement ajust6s a 2M NaCl 
et pH 4,5, sont appliques en boucle sur la colonne pendant une nuit a temperature 
ambiante (debit 0,5 ml/min). La colonne est lavee avec du tampon F puis l'elution se 
fait par du tampon E. L'ADN est detecte par spectrometrie U. V. a 254 nm. 

2.3. Caracteristiques de l'ADN purifie 

10 L'ADN purifie analyse par HPLC (methode decrite ci-dessus) se presente sous 

forme d'un seul pic a un temps de retention de 24,8 min. Aucune trace d'ARN n'est 
detectable. De meme, apres electrophorese sur gel d'agarose 1% et coloration au 
bromure d'ethidium, FADN purifie ne presente aucune trace detectable d'ARN. 

L'ADN a egalement ete analyse par chromatographic echangeuse d'anions sur 
15 colonne Gen-Pak Fax Waters, qui separe l'ADN relache de l'ADN surenroule. 
L'echantillon purifie contient 97% d'ADN surenroule contre 80% d'ADN surenroule 
dans l'echantillon depose. 

L'ADN genomique dTg. fioH a ete quantifie par PCR selon la technique decrite 
au paragraphe 3 : l'ADN purifie sur colonne d'affinite contient environ 0,01% d'ADN 
20 genomique. 

Exemple n°3 

3.1. Purification du plasmide. 

On utilise une colonne d'affinite preparee comme decrit d l'exemple 2 avec 
l'oligonucleotide de sequence : 



25 



S'-CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT-3' (SEQ ID N°2). 
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Les tampons utilises sont : 

Tampon F : NaCl 2M, acetate de sodium 0,2 M, pH 4,5. 

Tampon E :Tris 1 M, HC1 pH 9, EDTA 0,5 mM. 

5 La colonne est 6quilibree dans le tampon F, puis on depose 0.8mg de plasmide 

purifte selon le protocole de 1'exemple 1.7, dilue dans 10 ml de tampon F. L'echantillon 
est recircule en boucle sur la colonne pendant une nuit a temperature ambiante (debit 
0,5 ml/min). La colonne est lavee avec du tampon F puis 1'elution se fait par du tampon 
E. L'ADN est d&ecte par spectrom&rie U. V. a 254 nm. 

10 3.2. Caracte risti ques de l'ADN purifie 

L'ADN obtenu a 6t6 analyst par chromatographic 6changeuse d'anions sur 
colonne Gen-Pak Fax Waters, qui separe 1'ADN relache de l'ADN surenroule. 
L'echantillon purifi6 contient 100% d'ADN surenroute, contre 72% dans l'echantillon 
d6pos6 sur la colonne d'affinitS. 

15 L'ADN g&iomique dl. cqU a 6te quantifie par PCR selon la technique d&aite 

plus haut : l'ADN purifie sur colonne d'affinite contient environ 0,01% d'ADN 
genomique, contre environ 0.3% dans l'echantillon d6pos6 sur la colonne d'affinit6. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, AVENUE RAYMOND ARON 

(C) VILLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: (1) 40.91-70.36 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.91 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: PURIFICATION D'ADN PLASMIDIQUE 
DE QUALITE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 15 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GAGGCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTT 

25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
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CTTCTTCTTC TTCTTCTTCT 
21 



5 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



15 



25 



35 



50 



55 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

20 AAGGGAGGGA GGAGAGGAA 
19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 



AAGGAGAGGA GGGAGGGAA 

40 19 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

45 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 



60 



TTGGTGTGGT 
19 



GGGTGGGTT 



10 



15 



30 



35 



50 



55 



35 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 



CTTCCCGAAG GGAGAAAGG 

20 19 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

25 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7 



GAAGGGTTCT TCCCTCTTTC 

40 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

45 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 13 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8 



GAAAAAGGAA GAG 

60 13 



10 



15 



30 



35 



50 



55 



36 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9 



AAAAAAGGGA ATAAGGG 

20 17 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

25 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 56 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10 



AGCTTCTCGA GCTGCAGGAT ATCGAATTCG GATCCTCTAG AGCGGCCGCG AGCTCC 
40 56 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

45 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 56 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 11 



AGCTGGAGCT CGCGGCCGCT CTAGAGGATC CGAATTCGAT ATCCTGCAGC TCGAGA 
60 56 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 58 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12 



GATCCGAAGA AGAAGAAGAA GAAGAAGAAG AAGAAGAAGA AGAAGAAGAA GAAGAAGG 
20 58 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

25 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 58 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13 



AATTCCTTCT TCTTCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTTCTTCT TCTTCTTCTT CTTCTTCG 
40 58 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

45 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14 



CCGAATTCTG GGGACCAAAG CAGTTTC 

60 27 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15 



CCAAGCTTCA 
27 



CTGTTCACGA 



CGGGTGT 



r- 



feuille avant rectification 
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REVENDICATIQNS 

1. Proc&Ie de purification d'ADN double brin de purete phannaceutique 
caracterise en ce qu'il comprend au moins une etape de chromatographie sur colonne 
d'hydroxyapatite c^ramique. 

5 2. Proced6 de purification d'ADN double brin caracterise en ce qu'il comprend 

deux etapes de chromatographie dont une sur colonne d'hydroxyapatite. 

3. Precede selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il comprend une etape 
de chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite et une etape de chromatographie 
d'affinite ou d'echange d'ions. 

10 4. Precede selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il comprend une etape 

de chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite et une etape de chromatographie 
d'affinit^ par hybridation specifique entre une sequence de l'ADN et un oligonucleotide 
immobilise, avec formation d'une triple helice. 

5. Precede selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il comprend une etape 
15 de chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite et une etape de chromatographie 

d'echange d'anions. 

6. Precede selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en ce qu'il comprend 
en outre une etape de diafiltration. 

7. Precede de purification d'ADN double brin caracterise en ce qu'il comprend 
20 les etapes suivantes : 

- lyse chimique des cellules, 

- diafiltration, 

- chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite ceramique, 

- chromatographie d'affinite par hybridation specifique entre une 
25 sequence de TADN et un oligonucleotide immobilise, avec formation d'une triple 

helice. 
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8. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 caracterise en ce 
que l'ADN double brin comprend en outre une ou plusieurs sequences d'interet. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8 caracteris^ en ce 
que l'ADN double brin est un ADN plasmidique. 

5 10. Preparation d'ADN plasmidique recombinant caracterisee par une teneur en 

ADN chromosomique inferieure ou 6gale k 0,01 %. 

11. Preparation d'ADN plasmidique recombinant purifie selon la revendication 
10 caracterisee par une teneur en endotoxine inferieure ou egale a 50 EU/ mg. 

12. Preparation d'ADN plasmidique recombinant purifie selon la revendication 
10 11 caracterisee par une teneur en endotoxine inferieure ou £gale a 10 EU/ mg; 

13. Composition pharmaceutique comprenant un ADN obtenu par le procede 
selon Tune des revendications 1 a 9. 



9 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation d'un medicament a base d'ADN double brin 
caracterise en ce qu'il comprend au moins une etape de purification dudit ADN 
double-brin par chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite ceramique. 

5 2. Procede de purification d'ADN double brin caracterise en ce qu ! il comprend 

deux etapes de chromatographie dont une sur colonne d'hydroxyapatite ceramique. 

3. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce qu'il comprend une etape 
de chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite et une etape de chromatographie 
d'affinite ou d'echange d'ions. 

10 4. Procede selon la revendication 3 caracterise ten ce qu'il comprend une etape 

de chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite et une etape de chromatographie 
d'affinite par hybridation specifique entre une sequence de 1'ADN et un oligonucleotide 
immobilise, avec formation d'une triple helice. 

5. Procede selon la revendication 3 caracterise en ce qu'il comprend une etape 
15 de chromatographic sur colonne d'hydroxyapatite et une etape de chromatographie 

d'echange d' anions. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5 caracterise en ce qu'il comprend 
en outre une etape de diafiltration. 

7. Procede de purification d'ADN double brin caracterise en ce qu'il comprend 
20 les etapes suivantes : 

- lyse chimique des cellules, 

- diafiltration, 

- chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite ceramique, 

- chromatographie d'affinite par hybridation specifique entre une 
25 sequence de l'ADN et un oligonucleotide immobilise, avec formation d'une triple 

helice. 
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8. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 caracterise en ce 
que l'ADN double brin comprend en outre une ou plusieurs sequences d'interet. 

9. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8 caracterise en ce 
que TADN double brin est un ADN plasmidique. 

10. Preparation d f ADN plasmidique recombinant susceptible d'etre obtenue par 
mise en oeuvre du procede selon la revendication 1 ou 2 caracterisee par une teneur en 
ADN chromosomique inferieure ou egale a 0,01 %. 

11. Preparation d'ADN plasmidique recombinant purifie selon la revendication 

10 caracterisee par une teneur en endotoxine inferieure ou egale a 50 EU/ mg. 

12. Preparation d'ADN plasmidique recombinant purifie selon la revendication 

1 1 caracterisee par une teneur en endotoxine inferieure ou egale a 10 EU/ mg; 

13. Composition pharmaceutique comprenant un ADN obtenu par le procede 
selon Tune des revendications 1 a 9. 



